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1.は じめ に
行動は観点の違いから多様に分類可能である。本文では、感覚刺激にもとつ く行動 として味



















ないか といった生命維持 に密接 した情動的な面、他の一つは味物質の物理化学的構造の差から
生 じる味質の違いを識別する分析的な面である。行動学的実験法のうち、前者を調べる方法は





嗜好テス トの測定には、1)単 一味溶液を動物に呈示 してその摂取量を測定する1ビン法、
2)味溶液 と蒸留水 とをそれぞれ別の容器に入れ対呈示 し、いずれの液を好むかを調べる2ビ
ン法、3)さ らに多 くの味溶液を同時に呈示する多ビン法(カ フェテリア法)な どがある。い
ずれの場合 も、各溶液の摂取量の違いによって嗜好の傾向を探 ることができる。摂取量を実測
する代わりにリッコメーターを用いて、リック(ぺ ろぺろなめ)の数をカウン トする方法もあ
る。 これらのテス トの他に、動物の口腔内にあらか じめ導いておいたカニューレを通 じて味溶
液を与え、 このときに生 じる動物の口、顎、舌あるいは体全体の動 きを指標 とすることによっ
て動物の味の嗜好性を調べようとする味覚反応テス ト(tastereactivitytest)がある(Grilland
Norgren,1978)。与えられた味溶液の快一不快によって、動物の反応は異なる。この様子を
ビデオに収録 しておき、典型的な摂取パターンと嫌悪パ ターンの発現頻度をカウン トすれば、
その味溶液に対する嗜好の程度がわかる。典型的な摂取パターンとしては舌の前方 ・側方への
突出 し、顎運動、手のひらをなめるな どの行動があり(図1のAか らD)、嫌悪パターンとし


















図1ラ ッ トの 味 覚 反 応 。
A顎 運 動(mouthmovement)B舌 の 前 方 へ の 突 き 出 し(tongueprotrusioω
C舌の 側 方へ の突 き出 し(lateraltonguemovement}D手の ひ らな め{pawlicking)
Eロを 大 き く開 け る(gaping}F顎 こ す り(chinrubbing}
G頭 を振 る{headshaking}H手 を 振 る{forelimbflailing)
Steiner(1974)は、ヒ トで正常な新生児、水頭症や無脳症の新生児の口腔内に甘味、酸味、
苦味の各溶液を注入 し、顔面表情を調べた結果、いずれの新生児で も快 ・不快の規準で顔面表
情が変化することから、この味覚誘発性の顔面表情は脳幹部の反射によるものと推察 している。
b)味覚弁別テス ト
ヒ トは、蕨糖やサ ッカリソな どを甘い、酢酸や塩酸は酸っぱい といったように味刺激を質的
に区分できるが、動物は どうだろうか。これを調べるのが、味覚弁別テス トである。このテス
トは、味覚嫌悪学習な どの条件づけ手法(後 述)を 用いて、動物にある味を記憶させることが
基本 となる。つまり、ある溶液に対 して、嫌悪を獲得させ、ヒ トで5基 本味とされる甘味、塩
味、酸味、苦味、うま味を含む各種テス ト溶液を与えたとき、 どの溶液の摂取量が少な くなる









し、初 日の呈示後に内臓不快感(下 痢など)を起 こさせると、ラッ トは、以後サッカリンを呈
示 されても、それを摂取 しな くなる(Garciaeta1.,1974)。このような現象はニホンザルや
ヒ トでも認められてお り、味覚嫌悪学習 と呼ばれている(こ の学習の最近の総説は志村 ら,
1994を参照)。
なお、我 々の研究室ではラットを被験体 として用い、味溶液(条 件刺激)と してサッカリソ
















と味の学習を組み合わせた実験パ ラダイムを考案することができる。味覚学習 と他の学習 との
































テ トロ ドトキシンな ど)を用い、味覚刺激の前後の短い間だけ神経や脳細胞の活動を抑える方
法が用い られるようになってきた。このような方法を可逆的脳微小破壊実験法 という。薬理作
用の明確な薬物を使用することにより細胞レベルあるいは細胞下レベルでの物質レベルの研究
も可能 となってきた 』(本文5.神 経化学的実験の項参照)。
3.神 経 解 剖 学 的 実 験





ある神経 と別の神経 とのつながりを個別的に調べることは技術的に困難である。今 日の技術
で知ることができるのは、ある部位の神経細胞群はどの部位に情報を送っているのか(軸索を
のばしているのか)、あるいは、 どの部位か ら情報を受けているのか、つま り、比較的マクロ





から取 り入れられて、細胞体へ と運ばれる(図2の 上)。微量のHRPを電気泳動的に、あるい
はマイクロピペ ットにより脳の局所に注入後、2～3日 後に動物を灌流固定 し、凍結切片を作
製 した後、DAB法によりHRPを発色させるとHRPを取 り込んだ細胞体を可視化できる。この
ように、物質を神経細胞の末端から取 り込ませ、細胞体を染め出す手法を逆行性標識 と呼ぶ。
これに対 し、細胞体から薬物を取 り込ませ、神経の末端を染め出す方法を順行性標識 という
(図2の下)。細胞体からのHRPの取 り込みを促進させるためWGA-HRP(HRPに小麦胚芽か
らの糖鎖物を結合させた もの)が 用いられるようになつたが、神経末端や通過線維からの取 り



























































最近、細胞が興奮 した際に直早期遺伝子によって作 られる核内蛋白質を染色 ・可視化するこ
とにより、細胞間連絡 と細胞の機能 とがさらに簡便に詳細に研究できるようになった。現在我
々の研究室ではc-fbsmRNAにより生成されるFOS様蛋白質を細胞興奮性のマーカー として用
























免疫組織化学法は、免疫反応を応用 したものである。抗原(バ クテリアやウイルスな どの蛋
白質 ・ペプチ ド)に対 して抗体(白 血球により作られる)が結合 し、それを攻撃 ・排除 しよう
とする活動が免疫反応である。免疫組織化学法では、検出したい物質、例えば神経伝達物質や
188
核内蛋白質などを動物(ウ サギやヤギなど)に注射 し、その物質に対 しての抗体を作る。この
抗体を調べたい脳組織 と反応させると、検出したい物質(抗 原)と 抗体が結合する。 この抗体
に呈色源を反応させると可視化できるので、その物質(抗原)の存在が検出できることになる。
この呈色反応にはい くつかの方法があるが、現在最 も高感度であるといわれているのはLSAB
法である。 この方法では、抗原(例 えばFOS様蛋白質)に 対 して一次抗体(ウ サギの免疫グ
ロブリソG)を反応させ、さらに一次抗体に対 してビオチン化された二次抗体(ウ サギ免疫グ
ロブリソGに対するヤギ抗体)を 反応 させる。最後に、ビオチンに結合する性質をもったス ト







Aという部位 とBという部位 との線維連絡が どのような神経伝達物質を介 しているかを知る
ためには、最初に トレーサーを注入 しておき、その後脳切片に対 して免疫組織化学法を施す必
要がある。一番簡便な方法は、フルオロゴール ドな どの蛍光色素系の トレーサー と蛍光化され
た二次抗体を用いた免疫組織化学法を使用することである。 しか しながら、蛍光色素を検出す
るには蛍光顕微鏡が必要であ り、蛍光色素はす ぐに消失 して しまう(観察中に消えることさえ
ある)こ とな どから敬遠されることもある。
MantyhとHunt(1984)は、 この二重染色法を用いて、末梢か ら大脳皮質までの味覚経路に
おいてどのような神経ペプチ ドが存在 しているか ということを報告 している。







まず、 目的 とする細胞(場 合によっては組織全体)よ りmRNAを抽出する。次に、この
mRNAよりそれに相補的なDNA(cDNA)を合成 し、バクテリオファージなどのベクター とな













動物を麻酔後、舌を固定 し、硬質ガラス管から作製 した微小ピペ ット(先端直径が1μm以
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めて成功 し、受容器電位 とよばれる脱分極性変化を記録 した。その後、各種動物から記録され
たが、味細胞を損傷 し正確な応答が記録できないことか ら、現在は、次に述べるパッチクラン
プ法が主流にな りつつある。なお、細胞内に2本の電極を刺入 し、一方か ら記録、他方から味
細胞内にcAMPなどセカン ドメッセンジャー系薬物を注入 し、その作用を調べる実験 も行われ
ている。
Cパ ッチクランプ法
味細胞が電位変化を示す際に、膜を介 してイオソが どのように動 くのかを調べるのがこの方
法である。生体膜におけるイオンの通 り道をイオンチャネル と呼んでおり、その実体は、脂質
二重層を基本構造 とする膜内在性蛋白質である。このようなイオンチ ャネル1分 子を流れる電
流(単 一チ ャネル電流)を 測定する画期的な方法がNeherとSakmann(1976)により1970年代
半ばに開発され、その後の爆発的な進展 と相まってノーベル賞受賞に結びついた。
まず、パパイン,エ ステラーゼなどの酵素処理により、舌から味細胞を単離 して取 り出す必
要がある。パッチクランプに用いる電極(パ ッチ電極)は 通常先端直径が0。5～3μmで、細胞
内記録(前 項参照)で 用いるものよりは太い電極を用いる。これは、電極を細胞内に刺入する
のではな く、イオンチャネルの存在する細胞表面に吸着させることを目的 とするか らである。
この電極を、 目的 とする細胞膜表面に押 しあて、電極内に陰圧をかけると、電極 と細胞膜 との
間に109Ω以上の高抵抗の密着(ギ ガオームシール)が 得 られる。 このギガオームシールによ
り電流ノイズが減少 し、電極先端開口部直下の細胞膜微小領域(パ ッチ膜)を 流れる微小電流
を測定することができる。
















































甘 味を抑制す る物質 として次の ような ものがある、1)ギ ムネマ酸(gymnemicacid)。こ
れは、 イン ド産の熱帯植物 θ皿1ηemasylves亡reの葉 に含 まれ る トリテルペン誘 導体であ る。
2)ジ ジフ ィン(ziziphin)。これは、 ナッメ(Zfz加husノロ知ba)の葉 に含 まれるギムネマ酸
と類似の構造物で あ り、ギ ムネマ酸 に比べ、 よ り選択的 に甘味のみ を抑制す る。 また、 ジジフ
ィンの甘味抑制効果 はギムネマ酸 よ り広 く、各種の人工甘味料 による甘味 も抑制す るこ とが知
られてい る。3)グ ルマ リン(gurmarin)。ギムネマ酸が顕著 な抑制効果 を示 すのは、 ヒ トを
含む チンパ ンジー以上 の高等動物 であるが、 同 じ 伽 ηθm∂5y17θSぴθの葉 の抽出物中にギム
ネマ酸 とは異な る物質でかつ、 ラッ トの シ ョ糖 に対す る応答 を抑制す る物質が存在す るこ とが
発見 され、 グルマ リソ と名づけ られた(Imotoeta1.,1991)。
塩味 を抑制す る物質 として、ア ミロライ ド(Alniloride)があ る。利尿薬 として開発 されたア
ミロライ ドは、上皮 や腎臓 におけるNa一チ ャネルの プロ ッカーであるが、 ラ ッ トのNaClに対す
る味応答 を選択的 にブロ ックす るこ とが示 され(DeSimoneandFerre11,1985)、塩味(Naイ
オ ンの味)の 発現 には、ア ミロライ ド感受性 のNa一チ ャネルが関与 して いるこ とが示 唆 されて
いる。
苦み を抑制 す る物質 として、 ホスフ ァチ ジン酸含有 リボ蛋 白が最近見 出 された(Katsuragi
andKurihara,1993)。
酸味 を甘味 に変 える物質 として、 ミラク リン(西 ア フ リカ産の植物Rfchdelladulc缶caの実
に含 まれ る191個のア ミノ酸か らな るポ リペ プチ ド)と クルク リン(東 南 ア ジア原産の植 物
Cロrcロ1f8'01a亡ffblfaに含 まれ る分子量12,000のポ リペ プチ ドの二量体)が 知 られてい る。 ミラ
ク リンや クル ク リンが酸 っぱい もの を甘 くす る機構は、味細胞の コンホー メー シ ョソの変化で
説 明され る。 つま り、酸の ない条件下ぞ は、 その活性 中心 は甘味受容サ イ トにほ とん ど結合せ
ず、酸の存在 によって は じめて、味細胞の コンホ ーメーシ ョンが変化 しミラク リンの活性 中心
















これには、 自由行動下の動物が自由に飲食物を摂取 した ときの記録 と、動物の頭部のみを固
























覚性電位の潜時は個体差が大 きい ものの酸味 と塩味に対 して大 きな応答が記録 された。
Koba1(1985)は、触刺激の混在を除外するためガス状の味刺激を行 う方法を開発 し、12-20回
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の加算平均により電位を記録 した。そして、味刺激に用いた酢酸の濃度に依存 して電位の大 き
さと潜時が変化すること、 口腔粘膜の局所麻酔により電位が消失することを観察 した。彼は、
甘味、酸味、塩味、苦味刺激に対する味覚性誘発電位を記録 している。
味覚性誘発電位の記録は、刺激法の困難さ、順応の起 こり易さ、繰 り返 し刺激の困難さや味














されている。観測された磁場から等磁界線図を描 き、 この磁界図に対応する電流ベク トルを計
算 し、脳内での電流源を3次 元的に求めることができる。MEGは、優れた空間分解能 と、 ミ
リ秒単位の時間分解能で測定可能である。小早川 ら(1995)は、サ ッカリン溶液 と食塩溶液の


















































ニュー レを装填 したガイ ドカニューレを埋め込んでお く。注入は、ダミーカニューレと注入用
カニュー レを取 り替えることにより随時可能である。注入に際し、外径200μm程度のステソレ
ス製パイプを注入用 カニ ュー レとしてガイ ドカニ ュー レに刺入 し、1-10μ1のハ ミル トンマ・イ









物泳動用に用いる。摂食行動に関する視床下部などで、一つのバ レル(ガ ラス管)か らブ ドウ
糖 を局所投与 することによって、 ブ ドウ糖感受性ニ ューロンの存在が報告 されてい る
(Oomura,1988)。また、同じニ ューロンが別のい くつかのバ レルに詰めたノルア ドレナリン





















溶液の拡散範囲が広 くなり、限局 した脳部位の破壊を行うことは難 しい。そこで、電気泳動法
の応用として、それらの興奮性神経毒を局所に投与することもできる(Sandoreta1.,1992)。
電気泳動的な投与の場合は、ガラス管の先端孔が微小なため溶液拡散を最小限に抑えることが

















したり、灌流液に薬理学的に活性な物質を溶解 して脳局所に微:量注入 した りする方法であるが、
ここでは、現在マイクロダイアリシス法の主流 となっている脳内物質の定量方法について述べ
る。
自由行動下の動物か ら神経伝達物質を測定するためには、あ らか じめ麻酔下の手術により目
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的 とする脳部位の近傍までガイ ドカニ ュー レを挿入 しておき、動物が手術の侵襲から十分回復
したあ とでマイクロダイア リシス実験を行う。実験時には、ダミーカニ ュー レを取 り除き、透
析プローブを目的脳部位まで刺入 して灌流を行うが、灌流液は測定対象によりやや異な り、基
本的には体液のpHや浸透圧に近い溶液を用いる。当研究室では、pH7.4の人工脳脊髄液を実
験 日の朝にその都度調整 し、毎分2μ1の流速で透析プローブに送液 し、20分毎に試料 をマイク
ロサンプラーに自動的に回収 している。なお、マイクロダイア リシス法により、脳内からある




あらか じめ標準灌流液に添加 してお く。
このような方法で、自由行動下の動物から継時的に特定の物質を回収するが、物質の濃度変
化 と行動 との時間的な対応関係をしらべるためには、動物の行動をビデオ記録 した り、行動量
測定装置を用いて定量的にとらえた りする必要がある。
また、回収された物質が神経細胞の活動に基づいて放出された ものであることを証明するた






体クロマ トグラフィーで詳細な定量がで きるようになって きた。
以上のような測定法を用いて、我 々は大脳皮質味覚野のアセチルコリソが苦味を呈するキ
ニーネや、あらか じめ味覚嫌悪を条件づけたサッカリンな ど、動物が嫌悪する味刺激に対 して、
有意に増加することを明らかにしている(Shimuraeta1。,1995)。また、Hoebe1のグループ
は、摂食の動機づけに関連 してマイクロダイアリシス法による実験をい くつか報告 しており、
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OntheMethodsforBehavioralandNeuroscientificResearchesinGustation
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Tastestimulationelicitsvariousbehaviorsfrominnateacceptance-relectionbehaviorsto
sophisticatedfeedingbehaviorsbasedonleamingandmemoryoftastestimuli.Tounder-
standthebrainmechanismsunderlyingthesebehaviors,experimentsshouldbedonewith
combinationsofthemoderntechniquesemployedinthefieldofneuroscience.
Wehavedescribedsuchexperimentalapproachesnecessaryforbehaviora1,neu-
roanatomica1,electrophysiologica1,andneurochemicalstudiesontasteandtaste-elicitedbe-
haviors.Thefactthatalargeamountofimportantfindingsbymeansofthesetechniqueshave
comefrompsychologistsand/orpsychologicallaboratoriesoftheUSAgivesasharpcontrast
tothefactthatessentianynodatahavebeenbornebytheJapanesecounterparts.
